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Resumo

Objetivo: Descrever os niveis séricos das citocinas 1L-10, TNF-a e 1FN-y, assim como polimorfismos presentes
em genes envolvidos na sua transcricdo, e sua associagdo com marcadores de resposta inflamatéria aguda em
pacientes com tuberculose. Métodos: Estudo descritivo e longitudinal realizado em 81 pacientes com tuberculose
pulmonar atendidos em dois hospitais de referéncia. Foram coletadas informacdes sociodemograficas, conversdo
bacteriologica na oitava semana de tratamento antituberculose, polimorfismos relacionados as citocinas
estudadas, niveis séricos dessas citocinas, assim como de proteina C reativa (PCR). Também foram avaliados
VHS e contagem de CD4+. Resultados: A mediana de idade dos pacientes era de 43 anos, sendo 67 (82,7%)
do sexo masculino e 8 (9,9%) infectados por HIV. Os pacientes com niveis elevados de 1FN-y e baixos niveis
de 1L-10 apresentaram valores mais elevados de VHS. Ndo houve associacdo dos polimorfismos do gene 1FN-y
na posicdo +874 e do gene TNF-a na posicdo —238 com os niveis das citocinas correspondentes. Houve uma
associacdo entre polimorfismos do gene 1L-10 nas posicdes —592 e —819 (mas ndo —1082) e baixos niveis de
1L-10. Houve uma associacdo negativa entre a taxa de conversiao bacteriologica na oitava semana de tratamento
e niveis de PCR. Conclusées: Nossos resultados sugerem que marcadores genéticos e de resposta inflamatoria
aguda podem ser uteis na predicdo da resposta ao tratamento antituberculose.

Descritores: Tuberculose; Citocinas; Sistema imunologico; Polimorfismo de nucleotideo Unico.

Abstract

Objective: To describe serum levels of the cytokines 1L-10, TNF-a, and 1FN-y, as well as polymorphisms in the
genes involved in their transcription, and their association with markers of the acute inflammatory response in
patients with pulmonary tuberculosis. Methods: This was a descriptive, longitudinal study involving 81 patients
with pulmonary tuberculosis treated at two referral hospitals. We collected data on sociodemographic variables
and evaluated bacteriological conversion at the eighth week of antituberculosis treatment, gene polymorphisms
related to the cytokines studied, and serum levels of those cytokines, as well as those of C-reactive protein
(CRP). We also determined the ESR and CD4+ counts. Results: The median age of the patients was 43 years; 67
patients (82.7%) were male; and 8 patients (9.9%) were infected with HIV. The ESR was highest in the patients
with high TFN-y levels and low 1L-10 levels. IFN-y and TNF-a gene polymorphisms at positions +874 and
—-238, respectively, showed no correlations with the corresponding cytokine serum levels. Low 1L-10 levels were
associated with 1L-10 gene polymorphisms at positions =592 and —-819 (but not —1082). There was a negative
association between bacteriological conversion at the eighth week of treatment and CRP levels. Conclusions:
Our results suggest that genetic markers and markers of acute inflammatory response are useful in predicting
the response to antituberculosis treatment.
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Introducao

A tuberculose ¢ uma doenca infectocontagiosa
cronica, causada por Mycobacterium tuberculosis,
e sua forma clinica mais comum caracteriza-se
pelo comprometimento dos pulmdes, podendo
também atingir outros locais anatdémicos
(tuberculose extrapulmonar) ou ocorrer de
maneira disseminada.!

Apesar de ser uma doenca curavel, a tuberculose
permanece como um grande problema de saude
publica mundial. De acordo com a Organizacio
Mundial da Saude, o Brasil ocupa o 19° lugar
entre os 22 paises responsaveis por 80% do total
de casos de tuberculose no mundo e o 108° lugar
em incidéncia. Segundo o Ministério da Saude,
em 2010, foram notificados 71 mil novos casos
de tuberculose no Sistema de Informacio de
Agravos de Notificacdo, o que equivale a uma
taxa de incidéncia de 37,2/100.000 habitantes.®?

Ainflamacdo sistémica observada em pacientes
com tuberculose ¢ mediada por meio da ativacdo
do sistema imune, com uma producdo excessiva
de citocinas, como 1L-1, 1L-2, IFN-y e TNF-a..?)
Seguindo o processo inflamataério, verifica-se um
aumento da sintese hepatica e de niveis séricos
de proteinas de fase aguda, como a proteina C
reativa (PCR), e de VHS, que tém sido utilizadas
na fase de diagnostico e na monitorizacdo da
evolucédo dos pacientes, pois seus niveis no plasma
refletem diretamente a intensidade do processo
patologico.”

Fatores genéticos tém sido associados a
susceptibilidade ou a protecdo da infeccdo
pelo bacilo da tuberculose.” Na resposta
imune contra o bacilo da tuberculose ha uma
consideravel variacdo entre as frequéncias alélicas
nos polimorfismos em genes de citocinas em
diferentes populacdes, conforme relatado em
meta-analises que avaliaram polimorfismos em
genes de 1FN-vy, 1L-10 e TNF-o..(®” Tem sido
proposta a avaliacdo dos niveis de citocinas séricas
e sua atuacdo como marcadores de resposta ao
tratamento antituberculose.® A manutencio
de baixos niveis séricos iniciais de IFN-y ou de
elevados niveis séricos de TNF-o e do aumento
de nivel sérico de 1L-17 estd associada a um pior
prognostico, com maior propor¢do de mortalidade
ou menor conversdo bacteriologica ao final
da 82 semana de tratamento antituberculose.
Recentemente, Lago et al.®) descreveram uma
possivel associacdo entre a recidiva e a manutencdo
de niveis séricos elevados de 1L-10 durante o
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tratamento antituberculose. O estudo dos genes
envolvidos nesses processos e suas interacdes
com a resposta imune e inflamatéria podem
auxiliar na identificacdo de melhores marcadores
de protecdo contra a ocorréncia de tuberculose.

Entretanto, sdo escassos os estudos que
avaliam ao mesmo tempo os aspectos genotipicos
e fenotipicos da resposta imune do hospedeiro
humano a infeccdo por M. tuberculosis."*" Dada
a escassez de dados sobre a avaliacdo simultanea
de biomarcadores genéticos, imunoldgicos e
inflamatdrios em pacientes com tuberculose
pulmonar, no presente estudo, estimamos a
prevaléncia dos polimorfismos que codificam
1L-10 nas posi¢cdes —592, —-819 e-1082; TNF-a
na posicdo —238; e IFN-y na posicdo +874. 0
estudo foi realizado em uma série de pacientes
com tuberculose pulmonar ativa, atendidos e
internados em dois hospitais de referéncia da cidade
do Rio de Janeiro. Adicionalmente, analisamos
o nivel sérico das citocinas correspondentes e a
resposta inflamatdria aguda por meio da dosagem
de PCR, VHS e CD4+.

Métodos

Estudo descritivo e longitudinal que envolveu
81 pacientes internados em dois hospitais de
referéncia no atendimento de tuberculose no
Estado do Rio de Janeiro (Hospital Estadual
Santa Maria e Instituto Estadual de Doencas
do Torax Ary Parreiras), com diagndstico de
tuberculose pulmonar no periodo entre 23 de
marco de 2007 e 7 de agosto de 2009. Foram
incluidos pacientes com baciloscopia e cultura
positiva para micobactéria, com subsequente
confirmacio da espécie M. tuberculosis por
meio de testes bioquimicos. Foram analisadas as
seguintes varidveis: PCR, VHS, CD4+ e conversdo
bacteriologica na 8* semana de tratamento
antituberculose.

Para a extracdo de DNA, foi utilizado um kit
comercial (DNAzol; Gibco BRL/Life Technologies,
Gaithersburg, MD, EUA), conforme instrucoes
do fabricante. Apods a extracdo, uma amostra
de DNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1% para a verificacdo de integridade e a
estimativa da concentracdo, sendo essa amostra
posteriormente estocada a —20°C.

Para a analise dos polimorfismos na posi¢io
—238 do gene que codifica TNF-a, foram
adicionados 100 ng de DNA, tampéo 1x, 1,5 mM
MgCl, 200 pM dNTP, 1 U Taq DNA polimerase
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(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
e 15 pmol de cada primer para a reag¢do em
cadeia da polimerase. As condicdes da reacdo
em cadeia da polimerase foram as seguintes: um
ciclo a 94°C por 1 min, sequidos por 5 ciclos
a 94°C, 67°C e 72°C (60 s cada) e 25 ciclos a
94°C, 62°C e 72°C (60 s cada). A genotipagem do
polimorfismo +874 do gene que codifica IFN-y foi
realizada com 200 mL de dNTP, 1,5 mM MgCL,,
8,5% sacarose, 0,25 U de ThermoPrime Plus DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA), 5 mL de cada primer especifico, 0,5
mL de primer de controle interno e 100 ng de
DNA. A mistura foi incubada a 95°C por 1 min;
em seguida foram realizados 10 ciclos a 95°C
por 15 s, 10 ciclos a 62°C por 50 s, 10 ciclos
a 72°C por 40 s, 20 ciclos a 95°C por 20 s, 20
ciclos a 56°C por 50 s e 20 ciclos a 72°C por
50 s. Para a deteccdo dos polimorfismos —819,
-1082 e —592 no promotor do gene de 1L-10,
foram feitas as sequintes etapas: para a tipagem
da mutacdo na posicdo —592 foi amplificado um
fragmento de 480 pb posteriormente digerido
com a enzima Rsal. Para a tipagem das mutacdes
nas posicdes —1082 e —819 foi amplificado um
fragmento de 360 pb posteriormente digerido
com as enzimas BseRl e Msll, respectivamente.
Em resumo, 100 ng do DNA foram adicionados
a reacdo em cadeia da polimerase em um volume
final de 40 pL (-819 e —1082) ou 30 pL (-592),
consistindo de 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI
(pH 8,3), 1,5 mM MgCl,, 200 yM dNTP, 1.25 U
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Perkin-Elmer
Cetus, Norwalk, CT, EUA) e primers especificos
para cada mutagdo, 10 pmol para a posicdo —592
e 12,5 pmol para as posicdes —819/-1082. Todas
as misturas foram incubadas por 10 min a 95°C
e submetidas a amplificacdo a 94°C por 30 s, a
60°C por 30's, a 72°C por 40 s e a 72°C por 7
min (IL-10 posicdo —592), seguido por 35 ciclos
a 94°Cpor 30s, a 58°C por 30 s e a 72°C por 45
s mais um ciclo final a 72°C por 5 min (posicées
-819 e —1082). Os produtos amplificados foram
avaliados em eletroforese em gel de agarose a
2% contendo brometo de etidio (0,5 mL/mL).
Na dosagem de citocinas, as populacdes de
beads foram visualizadas de acordo com as suas
respectivas intensidades de fluorescéncia. No
sistema ¢yfometric bead array, os beads de captura
das citocinas sdo misturados com o anticorpo
de deteccdo conjugado com o fluorocromo
phycoerythrin e depois incubados com as amostras
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para formar o ensaio “em conjugado”. Os tubos
para aquisicdo foram preparados com 50 pL
de amostra, 50 pL da mistura de beads e 50
pL do reagente de deteccdo Awuman Th1/Th2
phycoerythrin. O mesmo procedimento foi realizado
para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram
homogeneizados e incubados por trés horas em
temperatura ambiente no escuro. Em seguida,
a leitura foi realizada no equipamento BD™
Cytometric Bead Array (Thermo Fisher Scientific).!'?

A dosagem de PCR foi utilizada como um
dos marcadores de resposta de fase aguda (RFA),
ou seja, como um marcador para a resposta
sistémica a inflamacdo grave. Os niveis de PCR
adotados que justificam uma RFA positiva foram
classificados como maiores que 0,3 mg/dL, sendo
considerados como RFA negativa valores inferiores
a esse. A PCR foi dosada por nefelometria.

A dosagem de VHS também foi utilizada para
a determinacdo de RFA, sendo considerados como
RFA positiva valores acima de 2 mm/h e de 7mm/h
para mulheres e homens, respectivamente. A
dosagem foi realizada pelo método de Westergren.

Foram utilizadas andlises estatisticas descritivas,
tais como amplitude de variagdo (valores minimo
e maximo), média, desvio-padrdo e 1C95%. A
normalidade das variaveis foi avaliada utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene
para se comparar a igualdade das variancias. Para
varidveis com distribuicdes ndo normais foi feita
uma transformacao logaritmica. Para médias
com distribuicdo normal foi utilizado o teste t
de Student. A ANOVA foi utilizada para estimar
diferencas entre varidveis quantitativas. Para
avaliar a associacdo entre varidveis categoricas foi
utilizado o teste do qui-quadrado. Foi considerado
estatisticamente significante o valor de p < 0,05.
Foi utilizado o programa Statistical Package for
the Social Sciences for Windows, versdo 16.0 (SPSS
Inc., Chicago, 1L, EUA). Utilizou-se nas analises
a taxa de conversdo bacterioldgica, definido
como o numero de casos que converteram
dividido pelo total de pacientes no inicio do
tratamento, enquanto a taxa de mutacio de
polimorfismos foi definido como o numero de
casos que apresentaram a mutacdo estudada
dividido pelo nimero total de casos.

0 estudo foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Rio de Janeiro em
28/04/2005 (Protocolo no. 004/05).
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Resultados

A mediana de idade dos pacientes foi de 43
anos (variacdo, 20-60 anos). Dos 81 pacientes
estudados, 67 (82,7%) eram do sexo masculino, 54
(66,7%) eram ndo brancos, 8 (9,9%) apresentavam
coinfecgdo por H1V, 52 (64,2%) relataram o
uso regular de bebida alcodlica, 55 (67,9%)
eram fumantes ou ex-fumantes, 20 (24,7%)
declararam o uso de drogas ilicitas, e 64 (79,0%)
apresentavam niveis de CD4+ normais. Todos
os pacientes apresentavam formas pulmonares
com baciloscopia positiva.

Na andlise da prevaléncia de polimorfismos na
regido +874 do gene do IFN-y, na posicdo —-238
do gene do TNF-a e nas posicdes —592, —819
e —1082 do gene do 1L-10, observou-se uma
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frequéncia alélica para os alelos mutantes de,
respectivamente, 0,56; 0,56; 0,29; 0,43; e 0,68.

Na Tabela 1, estdo apresentadas as
estratificacées em faixas de concentracdes das
dosagens séricas das citocinas e os respectivos
polimorfismos. Para 1FN-y, a concentracio
variou de O (zero) pg/mL a 20,5 pg/mL e néo
se observou uma relagdo entre valores baixos
de TFN-y e presenca de mutacdes. Em relacdo
ao TNF-q, apesar de ndo terem sido observadas
mutacdes homozigoticas, houve uma tendéncia
de menores niveis séricos dessa citocina entre os
heterozigotos. Observa-se uma relacdo negativa
com polimorfismo no gene do 1L-10 nas posicoes
-592 e —-819 em relagdo ao nivel sérico de 1L-10
(p < 0,001; Figura 1).

Tabela 1 - Distribui¢do dos polimorfismos nos pacientes estudados em relagdo aos niveis séricos das citocinas.

Polimorfismos

Pacientes, n (%)

Niveis séricos

0,0-4,9 pg/mL

5,0-9,9 pg/mL 10,0-39,9 pg/mL

TFN-y
TT 1(1,2)
TA 14 (17,2)
AA 5(6,1)
TA/AA 19 (23,3)
TNF-a
GG 10 (12,3)
GA 57 (70,3)
AA 0 (0,0)
GA/AA 57 (70,3)
IL-10 posi¢do —592
CC 22 (27,1)
CA 22 (27,1)
AA 1(1,2)
CA/AA 23 (28,3)
IL-10 posi¢do -819
CC 7 (8,6)
CT 25 (30,8)
TT 1(1,2)
CT/TT 26 (32)
1L-10 posi¢do —1082
GG 2(2,4)
GA 22 (27,1)
AA 2(2,4)
GA/AA 24 (29,5)

6 (7,4) 2(2,4)
29 (35,8) 10 (12,3)
10 (12,3) 4 (4,9)
39 (48,1) 14(17,2)

1(1,2) 0(0,0)

13 (16) 0 (0,0)

0 (0,0) 0(0,0)

13 (16) 0(0,0)
12 (14,8) 0(0,0)
22 (27,1) 1(1,2)

1(1,2) 0(0,0)
23 (28,3) 101,2)

4 (4,9) 0(0,0)
23 (28,3) 1(1,2)

8 (9,8) 0(0,0)
31 (38,1) 1(1,2)

6 (7,4) 0 (0,0)

13 (16) 0(0,0)
16 (19,7) 1(1,2)
29 (35,7) 1(1,2)

(IFN-y): TT: genotipo homozigoto selvagem; TA: gendtipo heterozigoto; e AA: gendtipo homozigoto mutante. (TNF-a):
GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: genotipo heterozigoto; e AA: gendtipo homozigoto mutante. (IL-10 posicdo
-592): CC: genodtipo homozigoto selvagem; CA: gendtipo heterozigoto; e AA: gendtipo homozigoto mutante. (IL-10
posicdo —819): CC: gendtipo homozigoto selvagem; CT: gendtipo heterozigoto; e TT: gendtipo homozigoto mutante.
(IL-10 posicdo —1082): GG: genotipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo heterozigoto; e AA: gendtipo homozigoto

mutante.
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Na Tabela 2, observa-se que houve uma
tendéncia (p = 0,08) a menor producio de PCR
em pacientes com baixos niveis séricos de TFN-y
(0,0-4,9 pg/mL) em comparagio aqueles com
niveis séricos mais elevados (> 5,0 pg/mL). Em
pacientes com baixos niveis séricos de TNF-o
(0,0-4,9 pg/mL), houve uma tendéncia a maiores
valores na VHS (p = 0,04). Em pacientes com
baixos niveis séricos de 1L-10 (0,0-4,9 pg/mL),
ndo houve associacdes com maiores niveis de
VHS ou PCR. Entretanto, ao utilizar a taxa de
mutacdo de polimorfismos, o VHS apresentou
uma correlacdo negativa com a dosagem de
1L-10 (p = 0,03) e uma correlagio positiva para
TFN-y (p = 0,008;.Tabela 3)

Na Tabela 4, observa-se que apenas o nivel
sérico mais elevado de PCR esteve associado a
menor conversdo bacteriologica. Entretanto,

@

15,00 A

o

p< 0,001 (-0,80)
12,00 4

9,00 -

1L-10

6,00 -

3,00 1 °
° g

0,00 -

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0.06 0,07 0,08

1L-10 posi¢ao —592
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ao utilizar a taxa de conversdo bacterioldgica,
observa-se uma correlacio negativa entre niveis
séricos de TNF-a e conversdo bacteriologica (r
= -0,43; p < 0,001).

Discussio

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo no
qual foram avaliadas as relagcdes entre marcadores
bioquimicos, inflamatdrios e imunogenéticos em
pacientes com tuberculose pulmonar no Brasil.
As caracteristicas clinicas observadas em nossa
casuistica foram similares aquelas descritas em
pacientes internados em hospitais especializados
em tuberculose em paises em desenvolvimento. "

Na maioria dos trabalhos disponiveis na
literatura pertinente ao tema, evidencia-se a
contribuicdo genética na resposta do hospedeiro
a infeccdo por M. tuberculosis em populacdes

15,00 p< 0,001 (-0,76)

00

12,00 -
9,00 -

1L-10

6,00 -
3,00 -

0,00 4

0,00 005 0,10 0,15

1L-10 posi¢do —819

Figura 1 - Coeficiente de regressdo de 1L-10 na posicdo —592 (em A) e -819 (em B).

Tabela 2 - Distribuicdo dos niveis séricos de 1TFN-y, TNF-a e 1L-10 dos pacientes estudados em relagdo aos

resultados laboratoriais.

Niveis Pacientes, n (%)
Niveis séricos
TFN-y TNF-a 1L-10
0,0-4,9 5,0-9.9 10,0-39,9 0,0-49 5,0-9.9 10,0-39,9 0,0-49 5,0-9,9 10,0-39,9
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL
VHS
Baixo 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0)
Normal 1(1,3) 6 (7,6) 1(1,3) 4 (5,1) 4(5,1) 0 (0,0) 4 (5,1) 3(3,8) 0 (0,0)
Alto 19 (24,1) 37 (46,8) 15(19) 61(77,2) 10(12,7) 0(0,0) 41 (51,9) 30 (38) 1(1,3)
CD4+
Baixo 5(6,6) 9(11,8) 3 (4) 13(17,1) 4 (5,3) 0 (0,0) 9(11,8) 8(10,5) 0 (0,0)
Normal 15(19,7) 31(40,8) 10(13,2) 47 (61,8) 9(11,8) 0(0,00 30(39,57) 25(32,9) 1(1,3)
Alto 0 (0,0) 2 (2,6) 1(1,3) 3(3,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (3,9) 0 (0,0) 0 (0,0)
PCR
Normal 1(1,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,3) 0 (0,0
Alto 19 (23,8) 45(56,3) 15(18,8) 66 (82,5 13(16,9) 0 (0,0) 45 (56,3) 33 (41,3) 1(1,3)

PCR: proteina C reativa.
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étnicas fechadas.® Observamos que a frequéncia
do alelo mutante para IFN-y na posi¢do +874 foi
de 0,56, similar ao descrito por outros autores
em varios paises,*'9 mas diferente ao relatado
por Fitness et al. na Africa.l” A frequéncia do
alelo mutante para TNF-a na posi¢do +238 foi de
0,56, similar ao descrito em outras séries.'#29 Em
nossa casuistica, a frequéncia alélica observada
nos polimorfismos para IL-10 nas posicdes —592,
-819 e —1082 foram de, respectivamente, 0,29;
0,43, e 0,68, também similares ao relatado na
maioria dos estudos incluidos em uma meta-

Tabela 3 - Correlacdo entre os niveis séricos das
citocinas estudadas e resultados laboratoriais.

Variaveis p
bioquimicas TFN-y TNF-a 1L-10
CD4+ 0,59 0,11 0,47
PCR 0,43 0,32 0,33
VHS 0,008 (+) 0,31 0,03 (-)

(+): correlacdo positiva; e (-): correlagio negativa.
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analise.® Embora nossos resultados estejam de
acordo com aqueles relatados em varios estudos,
quaisquer variacdes ou desacordos com relacdo
a frequéncia desses polimorfismos poderiam ser
explicadas pela variacdo étnica dessas populacées.

A relacdo funcional do alelo —238A (TNF-a)
na regulacdo da expressdo do gene de TNF-a foi
descrita por Kaluza et al.,*" os quais mostraram
por meio de estudos in vitro a associacdo desse
alelo com uma regulacdo negativa do gene
e consequente diminui¢do na producio da
proteina. Em nossa casuistica, apesar de ndo
termos identificado mutagdes homozigoticas,
observamos uma tendéncia a menores niveis séricos
de TNF-a em pacientes com perfil genotipico
heterozigdtico, como descrito por Abhimanyu
et al.,"9 que identificaram essa relagdo em uma
populacio da india com caracteristicas étnicas
muito distintas da nossa populacdo. No entanto
Haroon et al.?? nio identificaram essa associacio

Tabela 4 - Niveis séricos de proteina C reativa, VHS, CD4+ e citocinas estudadas em relacdo a conversdo
bacterioldgica e frequéncia de gendtipos em relagcdo a conversio bacterioldgica.?

Variaveis Conversao bacteriologica P
Sim Nio
PCR, mg/dL 5,37 + 3,96 8,6 + 4,7 0,004
VHS, mm/h 60,3 £ 43,3 53,8 £ 37,6 0,57
CD4+, células/mm? 784,09 + 699,44 657,5 £ 311,49 0,46
1L-10, pg/mL 46+28 4,8 +1,21 0,73
TNF-a, pg/mL 3,6 £1,93 3,99 + 1,36 0,42
1FN-y, pg/mL 7,17 + 4,84 7,69 + 3,99 0,68
1L-10 posicdo —592°
AA 2 (3,4) 0 (0,0) 0,42
CA/CC 57 (96,6) 18 (100,0)
1L-10 posicdo -819°
TT 8 (13,6) 2 (11,1) 0,78
CT/cC 51 (86,4) 16 (88,9)
TL-10 posicdo —1082°
AA 27 (45,8) 9 (50,0) 0,75
GA/GG 32 (54,2) 9 (50,0)
TNF-o
AA 0 (0,0) 0 (0,0) --
GA/GG 59 (100,0) 18 (100,0)
TEN-y®
AA 11 (18,6) 6 (33,3) 0,18
TA/TT 48 (81,4) 12 (66,7)

PCR: proteina C reativa; (IFN- y): TT: gendtipo homozigoto selvagem; TA: gendtipo heterozigoto; e AA: genotipo
homozigoto mutante. (TNF-a): GG: gendtipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo heterozigoto; e AA: gendtipo
homozigoto mutante. (IL-10 posicio -592): CC: gendtipo homozigoto selvagem; CA: genotipo heterozigoto; e AA:
gendtipo homozigoto mutante. (IL-10 posicdo —819): CC: gendtipo homozigoto selvagem; CT: gendtipo heterozigoto;
e TT: gendtipo homozigoto mutante. (IL-10 posicdo —1082): GG: genotipo homozigoto selvagem; GA: gendtipo
heterozigoto; e AA: genotipo homozigoto mutante. “Valores expressos em média = dp, exceto onde especificado.

Valores expressos em n (%).
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entre a mutacio e a expressdo da citocina em
uma populacdo de caucasianos.

A presenca de polimorfismos de base unica
localizados no primeiro intron do gene do 1FN-y
(na posicdo +874) tem apresentado associacdes
com tuberculose®' e tuberculose grave.?” O gene
que codificador de 1FN-y ¢ altamente conservado,
e poucos polimorfismos sdo encontrados na regido
intragénica. Em nossa casuistica, ndo observamos
uma associacdo do polimorfismo na posi¢do +874
do gene IFN-y com niveis séricos da citocina
correspondente, semelhante ao observado por
Abhimanyu et al.(% e Vidyarani et al.,*” mas
diferente do observado por Vallinoto et al.,"”
que confirmaram menores niveis séricos de TFN-y
entre pacientes com gendtipo homozigotico
mutante na posicdo +874A/A.

Em nossa casuistica, foi significativa a relacdo
entre niveis elevados de 1FN-y e niveis elevados
de VHS, similar ao descrito por Peresi et al.®
Uma possivel explicacdo para essa associacdo
pode decorrer do fato de que a presenca dessa
mutacdo tem sido associada com a diminuicdo
da producdo de IFN-y, citocina que exerce um
papel importante no controle da defesa contra o
patdégeno e, portanto, um menor grau de resposta
inflamatéria aguda.

Em nossa casuistica, observou-se uma
associacdo entre polimorfismos nas posicdes
—-819 e —592 (mas ndo —1082) e baixo nivel sérico
de 1L-10, similar ao relatado por Abhimanyu et
al.% e Edwards-Smith et al.,*” que, ao avaliarem
o polimorfismo na posicdo —1082, mostraram
que individuos carreadores do gendtipo AA sdo
baixos produtores de 1L-10, enquanto aqueles
carreadores do genotipo GA sdo produtores
intermedidrios, e os carreadores do genotipo GG
sao altos produtores de 1L-1, 1L-10; entretanto, o
haplotipo ATA esta associado com baixos niveis de
producdo de 1L-10. Esses resultados discrepantes
poderiam ser explicados, em parte, pela escolha
dessas populacgdes estudadas, com caracteristicas
étnicas distintas e heterogéneas.

Entre os carreadores de mutacdo 1L-10 na
posicdo —592 (CA/AA) e na posicdo —819 (CT/TT),
observou-se uma tendéncia de haver maiores niveis
séricos de VHS. Em uma recente meta-analise
(que incluiu 18 estudos, sendo que nenhum
deles incluiu pacientes da América Latina), ndo
se confirmou um maior risco da ocorréncia de
tuberculose entre pacientes com polimorfismos do
gene para 1L-10 nas posi¢cdes -592, —819 e —1082,
exceto a identificagdo de um maior risco entre
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europeus para a posicdo —1082.) Naquela meta-
andlise, entre os estudos que também analisaram
os niveis séricos de 1L-10, houve uma proposta
de se avaliar a fracdo de niveis séricos de TFN-y
e IL-10. Os autores demonstraram que quanto
maior essa relagdo, menor era a gravidade da
tuberculose.

Nos relatos de Jamil et al.?® e Lago et
al.,® foi sugerido que a manutencio de niveis
séricos elevados de IL-10 durante o tratamento
antituberculose poderiam estar associados a um
maior risco de recidiva, enquanto niveis séricos
baixos de 1L-10 usualmente ocorrem nas formas
minimas de tuberculose. Nossos resultados sdo
limitados para qualquer inferéncia nesse sentido,
pois avaliamos os niveis dessa citocina apenas
no tempo zero e ndo no seguimento clinico
apos o término do tratamento antituberculose.

Adicionalmente, observamos que pacientes com
baixos niveis séricos de TNF-a (0,0-4,9 pg/mL)
apresentaram valores elevados dos marcadores de
resposta inflamatoria aguda (PCR) em relacdo aos
pacientes que apresentavam TNF-o com niveis
acima de 5,0 pg/mL. Esses dados indicam que
possivelmente a presenca de baixas concentracdes
de TNF-a. no momento inicial da resposta contra
a doenca poderia estar associada com pior
prognostico e evolucdo clinica; porém, dados
com um maior numero amostral e estudos de
associacdo deveriam ser realizados para testar
essas hipoteses na nossa populacdo, como
mencionado na revisdo de Wallis et al.® O papel
do TNF-a na fisiopatologia da tuberculose tem
sido associado a defesa por ativacdo macrofagica
e 4 reacdo inflamatoria subsequente.® Nossos
achados reforcam a relevancia dessa citocina na
resposta do hospedeiro contra M. tuberculosis
em nossa populacéo.

No presente estudo, observamos uma associagio
entre niveis elevados de PCR e menor conversao
bacteriologica na 8° semana de tratamento
antituberculose, indicando o potencial papel
desse mediador como possivel marcador para
o acompanhamento do quadro de evolucdo da
doenca. Ha autores que relatam a normalizagdo
da VHS como um marcador de boa resposta ao
tratamento em doencas subagudas e crdnicas,
como a tuberculose.?”28 Em diversos relatos,
observaram-se niveis aumentados dos marcadores
de resposta imunoldgica, PCR e VHS na fase inicial,
com sua diminuicio ao longo do tratamento.®>
Resultados similares foram relatados no estudo
de Peresi et al.,” no qual uma queda significativa
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da PCR ocorreu apenas no 3° e no 6° més de
tratamento. Esses achados sugerem que a PCR
poderia ser utilizada para avaliar a RFA do
paciente com tuberculose e também ser utilizada
como um marcador de resposta ao tratamento
antituberculose, juntamente com o histérico
clinico e epidemioldgico do paciente.

Em nossa casuistica, ndo houve uma associagdo
entre os niveis séricos de IFN-y e a conversao
bacterioldgica, de forma similar ao relatado em
outro estudo,® mas foi possivel mostrar uma
associacdo entre baixos niveis séricos iniciais de
TNF-a e maior conversido bacterioldgica. Tais
dados sio similares ao relatado por Su et al.®” Em
relacdo a conversao ou ndo conversao e as variaveis
imunoldgicas e bioquimicas, observamos que
houve uma correlacdo positiva entre o marcador
inflamatorio PCR e a auséncia de conversdo;
o mesmo nao foi observado para os demais
marcadores inflamatorios (VHS e CD4+).

Entre as limitacdes do presente estudo,
citamos a auséncia de analise dos haplotipos
relacionados a 1L-10, a ndo inclusdo de outras
citocinas relevantes na resposta imune frente
a ocorréncia de tuberculose ativa e a falta de
um acompanhamento da resposta clinica e
bacteriologica dos pacientes durante todo o
tratamento antituberculose.

E importante enfatizar que, até onde sabemos,
o presente estudo ¢ o primeiro a ser realizado
no Brasil que explorou a presenca de citocinas
pré e anti-inflamatorias, mediadores de resposta
inflamatdria aguda (por meio dos niveis séricos
de PCR e VHS) e o background genético dos
pacientes na tentativa de elucidar alguns
mecanismos relacionados a imunopatogénese
da tuberculose. Como se trata de um estudo
descritivo, ndo houve um grupo controle e, por
esse motivo, tomamos o cuidado de apresentar
as associagOes estatisticas observadas sem nos
referirmos a qualquer varidvel como sendo um
“fator de risco” de um evento qualquer.
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